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ABSTRAK
Gangguan sistem imun menyumbang kepada keadaan infeksi yang serius di kalangan pesakit diabetes. Buah Hibiscus 
sabdariffa Linn. (rosel) telah dibuktikan secara saintifi k memiliki sifat antioksida, antidiabetes dan antiinfl amasi. 
Penyelidikan ini dijalankan untuk mengkaji kesan ekstrak akueus buah H. sabdariffa terhadap tekanan oksidatif dan 
populasi limfosit T limpa pada tikus diabetes aruhan streptozotosin (STZ). Tikus jantan Sprague-Dawley disuntik dengan 
45 mg/kg STZ untuk merangsang keadaan diabetik dan seterusnya diberi rawatan 100 mg/kg ekstrak akueus buah H. 
sabdariffa setiap hari selama 28 hari. Limpa diambil untuk pengukuran penanda tekanan oksidatif dan penentuan peratus 
limfosit T CD3+CD4+ dan CD3+CD8+. Hasil kajian menunjukkan pengurangan yang signifi kan (p < 0.05) dalam bilangan 
sel limpa dan berat limpa untuk kumpulan tikus diabetes berbanding kumpulan kawalan. Namun, tiada perubahan yang 
signifi kan (p > 0.05) dicatatkan pada aras malondialdehid (MDA), aras aktiviti enzim superoksida dismutase (SOD), 
aras protein karbonil, bilangan limfosit T CD3+ CD4+ dan CD3+ CD8+ limpa pada semua kumpulan kajian. Selain itu, 
pemerhatian histologi menunjukkan tiada perubahan patologi limpa berlaku pada kumpulan tikus diabetes. Hasil kajian 
ini menunjukkan bahawa ekstrak akueus buah H. sabdariffa tidak memberi kesan ke atas tekanan oksidatif dan peratus 
limfosit T CD3+CD4+ dan CD3+CD8+ dalam limpa tikus diabetes.
Kata Kunci: Diabetes mellitus, H. sabdariffa, limpa, tekanan oksidatif, limfosit T
ABSTRACT
Disturbances in immune system contribute to chronic infection among diabetic patients. Hibiscus sabdariffa L. (roselle) 
fruit extract has been scientifi cally proven to possess antioxidant, antidiabetic and antiinfl ammatory properties. The 
aim of this study was to investigate the effects of H. sabdariffa fruit extract against oxidative stress parameter and 
T lymphocyte population in spleen of streptozotocin (STZ) induced diabetic rats. Male Sprague-Dawley rats were injected 
with 45 mg/kg STZ to induce diabetic condition and further treated with 100 mg/kg H. sabdariffa fruit aquoeus extract 
daily for 28 days. Spleen was harvested to determine the oxidative stress indicators and quantifi cation of T lymphocytes. 
The results showed a signifi cant decreased in the number of spleen cells and spleen weight in the diabetic rats compared 
with control rats. However, there were no signifi cant changes in the level of malondialdehyde (MDA), protein carbonyl and 
superoxide dismutase (SOD) activity the percentage of spleen CD3+ CD4+ and CD3+ CD8+ T lymphocytes amongst groups 
of study. In addition, histology observation showed no pathological alteration in spleen histology of diabetic rats. The 
fi ndings suggested that aqueous extract of H. Sabdariffa fruit supplementation has no effect on the oxidative stress and 
the percentage of CD3+ CD4+ and CD3+ CD8+ T lymphocytes in spleen of diabetic rats.
Keywords: Diabetes, H. sabdariffa, spleen, oxidative stress, T lymphocytes
PENGENALAN
Diabetes mellitus adalah penyakit metabolik yang dicirikan 
dengan hiperglisemia kronik disebabkan kekurangan 
rembesan insulin atau kekurangan reseptor yang sensitif 
terhadap insulin endogenus (Rolo & Palmeira 2006). 
Hiperglisemia yang berlaku secara berterusan diketahui 
akan meningkatkan penghasilan radikal bebas terutamanya 
spesies oksigen reaktif (reactive oxygen species; ROS) yang 
terhasil melalui proses autooksidasi glukosa dan glikosilasi 
protein (Rahimi et al. 2005). Kehadiran ROS yang tinggi 
dalam tubuh juga menyumbang kepada tekanan oksidatif 
secara tindak balas berantai dan ianya akan memburukkan 
lagi keadaan dalam pesakit diabetes (Robertson & Harmon 
2006).
Keadaan hiperglisemia dapat meningkatkan virulen 
mikrorganisma tertentu (Geerlings & Hoepelman 1999) 
dan berisiko tinggi untuk mendapat infeksi pada saluran 
respiratori bawah, saluran urinari, kulit dan membran 
mukus (Muller et al. 2005). Kajian terdahulu juga 
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menyatakan bahawa keadaan hiperglisemia adalah salah 
satu perantara yang berpotensi menyebabkan gangguan 
sistem imun (Geerlings & Hoepelman 1999). Kajian 
in vitro oleh Rubinstein dan rakan-rakan (2008) juga 
menunjukkan kesan keadaan hiperglisemia ke atas limfosit 
T di mana jumlah proliferasi serta bilangan limfosit T 
yang hidup adalah berkurangan dan berlaku peningkatan 
proses apoptosis limfosit T. Pengurangan proliferasi sel 
limfosit T CD4+ juga turut dinyatakan oleh Eibl dan rakan-
rakan (2002), di mana keadaan ini akan menyebabkan 
pengurangan dalam penghasilan antibodi oleh sel B yang 
bergantung kepada pengaktifan limfosit T CD4+. Selain 
itu keadaan hiperglisemia juga menyebabkan perubahan 
pada fungsi leukosit, perubahan tindak balas komplimen, 
perubahan tindak balas mikrovaskular dan perubahan pada 
penghasilan kemokin serta sitokin (Shilling & Raphael 
2008).
Walaupun terdapat ubat-ubatan antihiperglisemia yang 
mampu mengawal aras glukosa pesakit diabetes, namun 
penggunaan ubat-ubatan konvensional secara berpanjangan 
juga mampu memberi kesan sampingan terhadap pesakit 
diabetes (Kaushik et al. 2008), berbanding dengan 
penggunaan rawatan yang menggunakan bahan semula 
jadi. Penggunaan rawatan yang menggunakan tumbuhan 
semula jadi mampu mengurangkan kesan sampingan ubat-
ubatan antihiperglisemia (Modak et al. 2007).
Ekstrak buah rosel atau H.sabdariffa (HSE) adalah 
antara tumbuhan semula jadi yang telah digunakan 
dalam kajian masa kini bagi menggantikan ubat-ubatan 
konvensional. Buah rosel mempunyai kandungan sebatian 
bioaktif utama antaranya antosianin (Tsai et al. 2002), 
tokoferol gamma (Mohamed et al. 2007), vitamin C dan 
zat besi yang tinggi (Armenta-Acosta 2006). Chao dan Yin 
(2008) pula mendapati bahawa buah rosel mempunyai sifat 
sebagai antioksida dan antimikrob. Selain itu, H.sabdariffa 
juga telah dibuktikan mampu menjadi agen antidiabetes 
disebabkan keupayaannya dalam menurunkan aras 
hiperglisemia dan tekanan oksidatif (Mozaffari-Khosravi 
et al. 2009).
Walaupun terdapat kajian yang menunjukkan HSE 
juga dapat meningkatkan sistem imunomodulator pada 
tikus (Fakeye et al. 2008), namun tiada kajian yang pernah 
dibuat untuk melihat kesan HSE ke atas organ limpa tikus 
teraruh diabetes. Oleh itu, kajian ini dilakukan adalah 
untuk mengenalpasti kesan HSE terhadap tekanan oksidatif 
dan peratus sel T dalam limpa tikus diabetes aruhan 
streptozotosin (STZ).
BAHAN DAN KAEDAH
Kajian ini melibatkan 32 ekor tikus jantan spesies Sprague-
Dawley dengan berat badan di antara 200-250 g yang 
telah diperoleh dari Unit Haiwan Universiti Kebangsaan 
Malaysia (UKM). Pengendalian tikus kajian ini telah 
mendapat kelulusan oleh Jawatankuasa Etika Haiwan 
Universiti Kebangsaan Malaysia (Nombor Kelulusan: FSK/
BIOMED/2011/SATIRAH/30-NOVEMBER/407-NOVEMBER-
2011-MAY-2012). Sepanjang tempoh kajian, tikus 
ditempatkan di Makmal Penyelidikan Haiwan, Program 
Sains Bioperubatan di UKM kampus Kuala Lumpur dengan 
pencahayaan dan ventilasi yang sempurna. Tikus diberi 
makan pellet dan air minuman secara ad libitum.
Aruhan diabetes dilakukan dengan menyuntik larutan 
STZ (Sigma Chemical, St. Louis, Amerika Syarikat) sebanyak 
45 mg/kg secara intravena (i.v.) pada vena kaudal, selepas 
dipuasakan selama semalaman (Kade et al. 2010). Selepas 
tiga hari disuntik dengan STZ, tikus yang menunjukkan 
bacaan aras glukosa melebihi 15 mmol/l diambil sebagai 
tikus kumpulan diabetes. Tikus normal (sebagai kawalan) 
dan tikus yang mengalami diabetes dibahagikan kepada dua 
iaitu kumpulan yang menerima rawatan HSE dan kumpulan 
yang tidak menerima rawatan HSE.
Penyediaan HSE adalah daripada kaedah Chen et al. 
(2003) yang telah dimodifi kasi. Rawatan HSE sebanyak 
100 mg/kg berat badan (Wang et al. 2009) diberikan 
secara paksaan oral pada setiap hari kepada kumpulan-
kumpulan kajian yang menerima rawatan HSE. Kesemua 
tikus menjalani rawatan selama 28 hari bermula pada 
hari ketiga selepas aruhan STZ. Pada akhir kajian, darah 
tikus pada bahagian ekor diambil untuk menentukan aras 
glukosa selepas rawatan dengan menggunakan meter aras 
glukosa (Accu-Chek Advantage Plus, Roche Diagnostics, 
Malaysia). Limpa tikus diambil dan dibahagikan kepada 
dua bahagian. Bahagian pertama adalah untuk penyediaan 
suspensi sel bagi pengesanan limfosit T, manakala bahagian 
kedua digunakan dalam ujian tekanan oksidatif seperti 
aras MDA mengikut kaedah Stocks et al. (1974), aras 
aktiviti enzim SOD dengan menggunakan kaedah Bayer 
dan Fridovich (1987) dan aras protein karbonil adalah 
mengikut kaedah Levine et al. (1990).
Pemerhatian histologi menggunakan pewarnaan 
hematoksilin dan eosin (H&E) dilakukan berdasarkan 
kaedah (Reis et al. 2008). Suspensi sel limpa diwarnakan 
dengan menggunakan antibodi tikus anti-CD3 terkonjugat 
fluorescein isothiocyanate (FITC) Klon 1F4, antibodi 
anti-CD4 terkonjugat allophycocyanin (APC) Klon W3/25 
dan antibodi anti-CD8 terkonjugat phycoerythrin PE Klon 
OX-8 (Biolegend, San Diego, Amerika Syarikat), untuk 
menentukan kehadiran limfosit T CD3+ CD4+ dan CD3+ CD8+ 
dengan menggunakan sitometri aliran (BD FACSCanto II, BD 
Bioscience, Amerika Syarikat). Analisis bilangan limfosit T 
CD3+ CD4+ dan CD3+ CD8+ dilakukan dengan menggunakan 
perisian FACSDiva.
ANALISIS STATISTIK
Hasil kajian dianalisis dengan menggunakan ujian 
parametrik analisis varian (ANOVA) satu hala. Ujian pos-hoc 
Tukey digunakan jika terdapat perbezaan yang signifi kan 
pada ujian ANOVA. Semua nilai purata dinyatakan dalam 
bentuk purata ± purata ralat piawai (SEM). Nilai perubahan 
adalah signifi kan pada p < 0.05.
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HASIL KAJIAN
Rajah 1 menunjukkan bahawa STZ menyebabkan keadaan 
diabetes pada tikus sepanjang kajian dijalankan. Walau 
bagaimanapun, rawatan HSE menunjukkan penurunan 
aras glukosa pada tikus diabetes. Hasil kajian ini juga 
mendapati terdapat pengurangan berat dan bilangan sel 
limpa pada kumpulan tikus diabetes (Jadual 1). Namun, 
rawatan HSE tidak dapat meningkatkan berat limpa dan 
bilangan sel limpa.
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RAJAH 1: Perbandingan aras glukosa darah selepas 28 hari kajian. Nilai yang dinyatakan adalah dalam bentuk purata + SEM.
* p < 0.05 jika dibandingkan dengan kumpulan Kawalan. # p < 0.05 jika dibandingkan dengan kumpulan Kawalan + HSE.
$ p < 0.05 jika dibandingkan dengan kumpulan Diabetes
JADUAL 1: Perbandingan jumlah sel dan berat limpa selepas
28 hari kajian
  Kumpulan Berat Limpa (g) Jumlah Sel  
    Kajian Limpa (×107)
 Kawalan 0.48 ± 0.03 2.52 ± 0.1
 Kawalan + HSE 0.5 ± 0.04 2.55 ± 0.15
 Diabetes 0.27 ± 0.05*# 1.17 ± 0.24*#
 Diabetes + HSE 0.23 ± 0.03*# 0.99 ± 0.19*#
Nilai yang dinyatakan adalah dalam bentuk purata ± SEM. * p < 0.05 jika 
dibandingkan dengan kumpulan Kawalan. # p < 0.05 jika dibandingkan dengan 
kumpulan Kawalan + HSE
Tekanan oksidatif tidak dapat dikesan pada kumpulan 
tikus diabetes yang dikaji melalui penentuan aras 
MDA, aras aktiviti enzim SOD dan aras protein karbonil 
(Jadual 2). Pemerhatian histologi juga tidak menunjukkan 
sebarang kerosakan pada struktur limpa tikus diabetes 
(Rajah 2). Jumlah bilangan limfosit T CD3+ CD4+ (Rajah 3) 
dan CD3+ CD8+ (Rajah 4) juga tidak menunjukkan sebarang 
perubahan yang signifi kan pada semua kumpulan kajian. 
JADUAL 2: Perbandingan aras MDA, aktiviti enzim SOD, aras protein karbonil selepas 28 hari kajian
  Kumpulan Aras MDA Aras Aktiviti SOD Aras Protein Karbonil
    Kajian (nmol/mg protein) (U/mg protein) nmol/ mg protein)
 Kawalan 3.95 × 10-5 ± 4.81 × 10-5 ± 2.30 × 10-6 ±
  4.3 × 10-6 2.2 × 10-6 3.0 × 10-7
 Kawalan + HSE 3.82 × 10-5 ± 5.04 × 10-5 ± 2.40 × 10-6 ±
  5.4 × 10-6 2.3 × 10-6 4.0 × 10-7
 
 Diabetes 4.64 × 10-5 ± 4.42 × 10-5 ± 2.90 × 10-6 ±
  8.5 × 10-6 1.2 × 10-6 4.0 × 10-7
 Diabetes + HSE 4.44 × 10-5 ± 4.51 × 10-5 ± 2.40 × 10-6 ±
  5.8 × 10-6 1.2 × 10-6 2.0 × 10-7
 Nilai yang dinyatakan adalah dalam bentuk purata ± SEM
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RAJAH 2. Pemerhatian histologi limpa pada pembesaran ×40. Tiada perubahan struktur limpa pada kumpulan Kawalan (1), 
kumpulan Kawalan yang diberikan rawatan HSE (2), kumpulan Diabetes (3) dan kumpulan Diabetes yang diberikan rawatan
HSE (4). W mewakili kawasan white pulp, R mewakili kawasan red pulp, S mewakili kawasan sempadan white pulp 
dan red pulp. A mewakili arteriol
30
25
20
15
10
5
0
Kawalan Kawalan + HSE Diabetes
Kumpulan Kajian
Ju
m
la
h 
Li
m
fo
si
t T
C
D
3+
C
D
4+
 (%
)
Diabetes + HSE
RAJAH 3. Perbandingan jumlah limfosit T CD3+CD4+ selepas 28 hari kajian. Nilai yang dinyatakan adalah
dalam bentuk purata + SEM
PERBINCANGAN
Suntikan STZ pada tikus menyebabkan sel β pankreas 
mengalami apoptosis dan pengurangan penghasilan 
hormon insulin akan berlaku (Szkudelski 2001). Kesan 
daripada pengurangan penghasilan hormon insulin akan 
menyebabkan keadaan hiperglisemia.
Kajian ini mendapati kumpulan kajian yang mengalami 
keadaan diabetes menunjukkan aras glukosa yang tinggi 
sepanjang kajian dijalankan. Namun rawatan HSE selama 
28 hari mampu menurunkan aras glukosa pada kumpulan 
yang mengalami diabetes. Hasil kajian ini menyokong 
kajian (Agoreyo 2008) yang menunjukkan penurunan aras 
glukosa darah pada tikus diabetes yang diberikan rawatan 
HSE. Menurut Tadera et al. (2006) dan Hansawasdi et al. 
(2000), HSE mampu merencatkan aktiviti enzim α-amilase 
dan α-glukosidase yang akan menyebabkan pengurangan 
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pemecahan karbohidrat dan proses penyerapannya di 
usus.
Hasil kajian ini juga menunjukkan pengurangan 
berat limpa dan bilangan sel limpa pada kumpulan kajian 
yang mengalami diabetes. Kajian yang hampir sama oleh 
Muller et al. (2011) juga mendapati kesan STZ mampu 
mengurangkan bilangan sel limpa. Walau bagaimanapun, 
mekanisme tindakan STZ dalam pengurangan sel limpa 
masih belum dikenal pasti secara spesifi k.
Dalam keadaan diabetes, peningkatan penghasilan 
ROS akan mengakibatkan penurunan aktiviti enzim 
antioksida SOD (Arivazhagam et al. 2000), penurunan aras 
protein jumlah, peningkatan reaksi lipid peroksidasi dan 
peningkatan aras penghasilan protein karbonil (Matough et 
al. 2012). Namun kajian ini mendapati bahawa kumpulan 
kajian yang mengalami diabetes tidak menunjukkan 
perubahan yang signifi kan terhadap aras MDA, aktiviti 
enzim antioksida SOD dan aras protein karbonil pada organ 
limpa. Hasil kajian ini menunjukkan bahawa limpa tidak 
mengalami keadaan tekanan oksidatif walaupun berlaku 
keadaan hiperglisemia.
Bagaimanapun, kajian terdahulu oleh Manna et al. 
(2010) menunjukkan perubahan yang signifi kan pada 
aras protein jumlah, aras MDA, aktiviti enzim antioksida 
SOD dan aras protein karbonil pada limpa tikus teraruh 
diabetes; apabila kumpulan kajian diaruh dengan STZ 
sebanyak 70 mg/kg. Sebaliknya kajian ini menggunakan 
kumpulan kajian diabetes yang diaruh dengan STZ sebanyak 
45 mg/kg. Penggunaan dos STZ yang kurang mungkin 
mempengaruhi tahap keterukan keadaan hiperglisemia 
untuk meningkatkan penghasilan ROS yang mampu 
memberi kesan tekanan oksidatif kepada organ limpa.
Keadaan limpa yang tidak mengalami tekanan 
oksidatif ini juga mungkin menyebabkan tiada perubahan 
yang signifi kan pada bilangan sel limfosit T CD3+ CD4+ 
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RAJAH 4. Perbandingan jumlah limfosit T CD3+ CD8+ selepas 28 hari kajian. Nilai yang dinyatakan adalah
dalam bentuk purata ± SEM
dan CD3+ CD8+ pada kumpulan kajian yang mengalami 
diabetes. Namun, terdapat corak penurunan bilangan 
limfosit T CD3+ CD4+ dan CD3+ CD8+ pada kumpulan 
kajian diabetes berbanding dengan kumpulan kajian 
kawalan. Corak penurunan bilangan limfosit T pada limpa 
mungkin disebabkan oleh kesan keadaan hiperglisemia. 
Kajian in vitro oleh Rubinstein et al. (2008) menunjukkan 
pengurangan proliferasi dan bilangan limfosit limpa pada 
kepekatan glukosa yang tinggi.
Seterusnya, analisis histologi terhadap struktur 
limpa tikus diabetes dalam kajian ini telah menyokong 
dapatan bahawa limpa tidak mengalami tekanan oksidatif. 
Walaupun kerosakan struktur limpa tikus diabetes boleh 
dijangkakan seperti yang dilaporkan oleh Badole et al. 
(2011), namun model kajian yang berbeza berkemungkinan 
menyebabkan perbezaan analisis yang diperolehi.
KESIMPULAN
Hasil daripada kajian ini menunjukkan bahawa HSE dapat 
memberi kesan antihiperglisemia yang signifi kan ke atas 
tikus yang mengalami diabetes. Bagaimanapun, model 
yang digunakan dalam kajian ini tidak dapat menunjukkan 
perubahan terhadap tekanan oksidatif, patologi limpa 
dan bilangan limfosit T CD3+CD4+ dan CD3+CD8+ dalam 
limpa tikus diabetes. Selain itu, kajian ini tidak dapat 
menunjukkan kesan HSE terhadap limpa tikus diabetes 
aruhan STZ kerana terdapat limitasi dalam model kajian 
yang dijalankan.
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